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บทที ่3 
 

อุปกรณ์และวธีิการทดลอง 
 
 

3.1  อุปกรณ์การทดลอง 
 

3.1.1 สารเคมี 
 
สารเคมี            Lot number             บริษัท 

Ammonium sulphate, (NH4)2SO4    101217   Merk 
Citric acid      C2270   Sigma 
Dihydrogen phosphate, KH2PO4    4873   Merk 
Disodium phosphate monohydrate, Na2HPO4.12H2O 30414       Riedel-de Haen 
Ethanal       65434   Scharlau 
Freund’s complete adjuvant    014K8927  Sigma 
Freund’s incomplete adjuvant    112K8930  Sigma 
Gelatin       K4988770  Merk 
Gentamycin sulphate injection    548062        T.P. Drug lab 
Goat anti-mouse IgG-HRP    120K9220  Sigma 
O-phynylene-diamine-HCl, OPD    80972   Zymed lab 
Polyethylene sorbitan monolaurate, Tween 80  H0306   Sigma 
Potassium chloride, KCl     31248        Riedel-de Haen 
Sodium chloride, NaCl     K29287204  Merk 
Sodium hydrogen carbonate, NaHCO3   612   Merk 
Sodium hydroxide     K19742898  Merk 
Sulfuric acid, H2SO4     -   J.T. Baker
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3.1.2   อุปกรณ์และเคร่ืองมือ 
 
อุปกรณ์และเคร่ืองมือ โมเดล บริษัท                    ประเทศ 
Inverse microscope CK2 Olympus ญ่ีปุ่น 
Micropipet (20, 100, 200, 1000 l) Pipetman Gilson ฝร่ังเศส 
Microplate 96 wells Nunc-immunoTM Nalge Nunc เดนมาร์ก 
Microplate reader  2010 Anthos ออสเตรีย 
pH meter  678 EP/KE สวสิเซอร์แลนด์ 
Refrigerated centrifuge 6930 Kubota ญ่ีปุ่น 
Vortex mixer K-500 GE Labinco อเมริกา 
ขวดพลาสติกขนาด 15, 50 มิลลิลิตร - - ไทย 
เขม็ฉีดยาเบอร์ 23 ยาว 1.5 น้ิว - Nipro ญ่ีปุ่น 
กระบอกฉีดยาขนาด 5, 10 มิลลิลิตร - Nipro ญ่ีปุ่น 
พาราฟิลม์ -              American National Can อเมริกา 

 
3.2  สัตว์ทดลองและการจัดการ 

 
3.2.1 สัตว์ทดลอง 

สัตวท่ี์ใชท้ดลองไดแ้ก่ไก่พ่อพนัธ์ุโร๊ดไอส์แลนด์แดง (Rhode Island Red) จ านวน 3 ตวั 
อายุ 1 ปี 2 เดือน เพื่อใช้เป็นแหล่งน ้ าเช้ือในการผสมเทียม, ไก่แม่พนัธ์ุบาร์พลีมทัร็อค 
(Barred Plymouth Rock) จ านวน 10 ตัว และไก่แม่พัน ธ์ุไทยบาร์พลีมัทร๊อค (Thai 
Barred Plymouth Rock) หรือตน้พนัธ์ุ (GGP) สาย C จ  านวน 10 ตวั อายุ 28 สัปดาห์ จาก
ศูนย์วิจยัและบ ารุงพันธ์ุสัตว์เชียงใหม่ อ าเภอสันป่าตอง จงัหวดัเชียงใหม่ โดยแบ่ง
ออกเป็น  2 กลุ่ม กลุ่มละ 10 ตัว ได้แก่กลุ่มทดลองและกลุ่มกระตุ้น โดยแต่ละกลุ่ม
ประกอบดว้ยไก่แม่พนัธ์ุบาร์พลีมทัร็อค (Barred Plymouth Rock) จ านวน 5 ตวั และไก่
แม่พนัธ์ุไทยบาร์พลีมทัร๊อค (Thai Barred Plymouth Rock) จ านวน 5 ตวั ระยะเวลาใน
การเล้ียงทั้งหมด 5 เดือน  
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3.2.2 การจัดการด้านอาหารและน า้ 
ให้อาหารส าเร็จรูปชนิดผง ส าหรับไก่ไข่อายุเกิน 20 สัปดาห์ถึง 35 สัปดาห์ ยีห้อไฮโปร
ไวท์ 324N บริษทัซีพีเอฟ (ประเทศไทย) จ ากดั (มหาชน) วิธีการให้อาหารโดยตกัใส่
แบบราง (Trough feeder) วนัล่ะ 2 คร้ัง เช้า 08:30 น. และ เย็น 4:00 น. การจดัการด้าน
การใหน้ ้าไก่ใหแ้บบรางน ้าระบบน ้าหยด 

 
3.2.3 ขนาดกรง 

โดยเล้ียงแม่ไก่ท่ีใช้ทดลองบนกรงขังเด่ียว (Single-bird cage) ชั้ นเดียว (Single-tier) 
ขนาดกวา้ง x ลึก = 16x16 น้ิว ความสูงจากพื้นกรงถึงหลงัคากรง 14 น้ิว พื้นกรงเป็นแบบ
ลวดถกั (Welded wire fabric) มีขนาดช่องตาข่าย 0.5 x 2 น้ิวในโรงเรือนระบบเปิด 

 
3.2.4 การช่ังน า้หนักตัวไก่ 

ท าการชั่งน ้ าหนักตวัไก่ช่วงให้ผลผลิตไข่ทุกตวั โดยจะกระท าทุกวนัท่ี 24 ของเดือน 
เดือนละหน่ึงคร้ังในช่วงบ่าย โดยใชต้าชัง่เหล็ก ขนาด 15 กิโลกรัม  

 
3.2.5 การจัดการด้านวคัซีน 

เน่ืองจากไก่แม่พนัธ์ุท่ีใช้ทดลองมีอายุ 7 เดือน หลงัจากได้รับมา ดงันั้นโปรแกรมและ
การจดัการดา้นวคัซีนไดจ้ดัท าตามท่ีศูนยว์ิจยัและบ ารุงพนัธ์ุสัตวเ์ชียงใหม่ อ าเภอสันป่า
ตอง จงัหวดัเชียงใหม่ ไดก้  าหนดไวต้ามอายขุองไก่ไข่  
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ตารางท่ี  3.1  โปรแกรมวคัซีนส าหรับไก่ไข่ ไก่พนัธ์ุและไก่พื้นเมืองของส านกัเทคโนโลย ี
 ชีวภณัฑส์ัตวก์รมปศุสัตว ์
 

             อาย ุ                                                                  วคัซีนท่ีใช้ 

 อหิวาตเ์ป็ด-ไก่ นิวคาสเซิลเช้ือ  หลอดลมอกัเสบ      ฝีดาษไก่ ND+IB 
                      (F-C)  เป็นสเตรนลา      ติดต่อ (IB)         (FD) 
                 โซตา้ (NDL) 

         7-10 วนั                                                           
         3-4 สัปดาห์                                                                                            
         5    สัปดาห์               
         6-8 สัปดาห์                                                                                            
         8    สัปดาห์            
         1    สัปดาห์            
         ทุก 3 เดือน                                                                                            
         วธีิใช ้      ฉีดเขา้   หยอดตา/จมูก        หยอดตา/จมูก    แทงปีก         หยอดตา/จมูก 
     กลา้มเน้ือ/ 
                              ใตผ้วิหนงั 

 
ท่ีมา : กลุ่มพฒันาสุขภาพสัตว ์ส านกังานปศุสัตวจ์งัหวดันครราชสีมา (2555) 

 
3.3  วธีิการกระตุ้นการสร้างภูมิคุ้มกนัต่อ Male-specific antigen (MSA) ในสัตว์ทดลอง 
 

น า Male-specific antigen (MSA) ผสมเขา้กบั Freund’s complete adjuvant (ส่วนท่ีเป็นน ้ ามนั) 
ในอตัราส่วน 1:1 ในกระบอกฉีดยาท่ีต่อเขา้กบั 3 ทาง (3-Way Stopcock) จากนั้นท าการผสมของเหลว
ทั้งสองให้เขา้กนัดว้ยวิธีโฮโมจีไนเซชั่น (homogenization) โดยการดนัของเหลวจากกระบอกฉีดยา
ดา้นหน่ึงไปยงัอีกดา้นหน่ึงจนของเหลวทั้งสองผสมเป็นเน้ือเดียวกนัสีขาวขุ่นทดสอบไดโ้ดยการฉีด
ของเหลวสีขาวขุ่นลงในน ้าเยน็ ถา้ของเหลวสีขาวขุ่นหยดเป็นเมด็กลมไม่กระจายตวัแสดงวา่ของเหลว
ทั้งสองผสมเขา้กนัดีแล้ว สามารถน าไปฉีดกระตุน้ในแม่ไก่กลุ่มกระตุน้ จ  านวน 10 ตวัได้ ตวัล่ะ 1 
มิลลิลิตรโดยวิธีเข้ากล้ามเน้ือ (intramuscular) 4 ต  าแหน่ง ต าแหน่งล่ะ 0.25  มิลลิลิตร ท่ีกล้ามเน้ือ
หนา้อกทางดา้นซ้ายและขวาขา้งละ 2 ต  าแหน่ง (ภาพท่ี 3.2)ท าการฉีดกระตุน้ 4 คร้ัง ทุก 2 สัปดาห์ ฉีด

http://www.ahg-dld.com/
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กระตุ้นซ ้ า (booster shots) ในคร้ังท่ี 2, 3 และ 4 หลังจากการกระตุ้นในคร้ังแรก ด้วย MSA ในสาร 
ละลายพีบีเอส และ Freund’s incomplete adjuvant ในปริมาตรเท่าเดิม ท าตามขั้นตอนดงักล่าวขา้งตน้
แลว้เก็บตวัอยา่งซีร่ัมทุกคร้ังหลงัจากการฉีดกระตุน้ 
  
ตารางท่ี 3.2 แสดงระยะเวลาและการเตรียมแอนติเจนกระตุน้ภูมิคุม้กนัต่อ Male-specific antigen  

 (MSA) ในไก่แม่พนัธ์ุบาร์พลีมทัร๊อค (Barred Plymouth Rock) และไก่แม่พนัธ์ุไทย
พลีมทัร๊อค (Thai Barred Plymouth Rock) ในกลุ่มกระตุน้ 

 

คร้ังท่ี     สัปดาห์ท่ีฉีดกระตุน้   ชนิดของแอนติเจน 

  1     0                         MSA ในสารละลายพีบีเอส + Freund’s complete adjuvant 
  2     2     MSA ในสารละลายพีบีเอส + Freund’s incomplete adjuvant   
  3     4     MSA ในสารละลายพีบีเอส + Freund’s incomplete adjuvant   
  4     8     MSA ในสารละลายพีบีเอส + Freund’s incomplete adjuvant 

   
 

 
 
ภาพท่ี 3.1 แสดงการต่อ 3 ทางกบักระบอกฉีดยาเพื่อโฮโมจิไนซ์ระหวา่งแอนติเจนกบั adjuvant และ 

  ส่ิงท่ีตอ้งใชใ้นการฉีดกระตุน้ภูมิคุม้กนัต่อ MSA ในไก่แม่พนัธ์ุ. 
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(A)                                                                (B) 

 
ภาพท่ี 3.2  แสดงการกระตุน้ภูมิคุม้กนัต่อ MSA ในไก่แม่พนัธ์ุบาร์พลีมทัร๊อค (A) และไก่แม่พนัธ์ุ 

ไทยพลีมทัร๊อค (B) ในกลุ่มกระตุน้. 
 
3.4  การเกบ็ตัวอย่างซีร่ัม 

 
การเก็บซีร่ัมในกลุ่มควบคุมจะท าการเก็บเลือดในคร้ังแรกเท่านั้นเน่ืองจากไม่ได้รับการฉีด

กระตุน้ ส่วนกลุ่มกระตุน้นั้นเก็บตวัอยา่งเลือดทุกคร้ังหลงัจากวนัท่ีฉีดกระตุน้ไปหน่ึงสัปดาห์จากเส้น
เลือดด าบริเวณใตปี้ก (wing vein) ปริมาณ 1 มิลลิลิตร/ตวั โดยใช้เข็มเบอร์ 21 และใช้ไซริงค์ขนาด 3 
มิลลิลิตร เก็บใน microtube 1.5 มิลลิลิตรท่ีบรรจุ  EDTA 20 ไมโครลิตร เพื่อป้องกนัการแข็งตวัของ
เลือด ท าการป่ันแยกซีร่ัมโดยการป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ดูดซีร่ัมเก็บ
ใส่หลอดและเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสจนกระทัง่น าไปวเิคราะห์ในล าดบัต่อไป 
 

 
 
ภาพท่ี 3.3   แสดงการเก็บตวัอยา่งแอนติบอดีซีร่ัมหลงัจากฉีดกระตุน้ภูมิคุม้กนัต่อ MSA ในแม่ไก่. 
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3.5  การหาระดับความเข้มข้นที่เหมาะสมของเซลล์ม้ามไก่เพศผู้, เซลล์ม้ามไก่เพศเมีย และแอนติบอดี
ต่อ Male-specific antigen (MSA) 

 
เคลือบไมโครเพลท 96 หลุม ด้วยเซลล์ม้ามไก่เพศผูแ้ละเซลล์ม้ามไก่เพศเมียท่ีระดับความ

เข้มข้น  1:6,250, 1:12,500, 1:25,000, 1:50,000 และ 100,000 ในสารละลาย  coating buffer pH 9.6 
ส าหรับเคลือบเพลท 100 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 1 คืน หรือประมาณ 16 
ชัว่โมง เทสารละลายทิ้งแลว้ลา้งไมโครเพลท 3 คร้ังดว้ย PBS-0.05 % Tween 20 (PBS-T) จากนั้นเติม
เจลาตินท่ีละลายในสารละลายส าหรับเคลือบเพลท (coating buffer pH 9.6) ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 3 
เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อหลุมบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง (37 องศาเซลเซียส) นาน 1 ชัว่โมง เท
สารละลายท้ิงแล้วล้างเพลทด้วย PBS-T แล้วเติมแอนติบอดีต่อ MSA ท่ีระดับความเข้มข้น 1:100, 
1:500, 1: 2,500, 1:12,500, 1: 62,500 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุมบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 1 ชั่วโมง 
ลา้งเพลทแลว้เติมสารละลายท่ีท าให้เกิดสี 1:2,000 หลุมละ 50 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิห้องในท่ีมืด
นาน 1 ชัว่โมง ท าการหยุดปฏิกิริยาดว้ย 4N H2SO4  ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม แลว้น าไปอ่านค่า
การดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง ELISA reader ท่ีความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตร 
 
3.6  การวดัระดับแอนติบอดีต่อ Male-specific antigen (MSA) ด้วยวธีิ Indirect ELISA 
 

วธีิการ Indirect ELISA มีขั้นตอนต่างๆ ดงัน้ี  
ท าการเคลือบไมโครเพลท 96 หลุม ดว้ยเซลลม์า้มไก่เพศผูแ้ละเซลลม์า้มไก่เพศเมีย อยา่งละ 106 

เซลล์ ในสารละลาย coating buffer pH 9.6 ส าหรับเคลือบเพลท หลุมละ 100 ไมโครลิตร แลว้น าไป
เก็บในตู้เย็น 1 คืน (บ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ตลอดคืน) เทสารละลายแอนติเจนทิ้งแล้วล้าง      
ไมโครเพลท 3 คร้ัง ดว้ย PBS-0.05 % Tween 20 (PBS-T) ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อหลุม แลว้เคาะ
เพลทกับกระดาษซับอย่างหนาให้แห้ง เติมเจลาตินท่ีละลายในสาร ละลายส าหรับเคลือบเพลท 
(coating buffer pH 9.6) ท่ี มีความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มท่ี
อุณหภูมิห้อง (37 องศาเซลเซียส) นาน 1 ชั่วโมง เทสารละลายทิ้ง แลว้ล้างไมโครเพลทดว้ย PBS-T     
3 คร้ัง ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อหลุม เคาะเพลทกบักระดาษซบัอยา่งหนาให้แห้ง เติมตวัอยา่งซีร่ัม
ไก่ท่ีความเขม้ขน้ 1:2,500 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในแต่ละหลุม บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
นาน 1 ชั่วโมง โดยในกลุ่ม Background จะไม่เติมซีร่ัม ใส่เฉพาะสารละลายพีบีเอส (Phosphate 
buffered saline : PBS) เทสารละลายทิ้ง แล้วล้างไมโครเพลทด้วย PBS-T 3 คร้ังปริมาตร 200 
ไมโครลิตรต่อหลุม แล้วเคาะเพลทกับกระดาษซับอย่างหนาให้แห้ง เติม Rabbit anti-chicken IgG  
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Antibody horseradish peroxidase conjugate 1:2,000 ในแต่ละหลุม ปริมาตร 50 ไมโครลิตร บ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง เทสารละลายท้ิง แลว้ล้างไมโครเพลทด้วย PBS-T 3 คร้ัง
ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อหลุม แลว้เคาะเพลทกบักระดาษซบัอยา่งหนาให้แห้ง เตรียมสารละลายท่ี
ท าให้เกิดสี (substrate solution) ทนัทีก่อนใช ้โดยเติมลงในแต่ละหลุมปริมาตร 50 ไมโครลิตร ปล่อย
ให้ท าปฏิกิริยา 10 นาที จากนั้นท าการหยุดปฏิกิริยาดว้ย 4N H2SO4 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม 
อ่านค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง ELISA reader ท่ีความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตร 
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ภาพท่ี 3.4  ขั้นตอนการวดัระดบัแอนติบอดีต่อ MSA ท่ีจ  าเพาะเจาะจงต่อเพศผูด้ว้ยวธีิ Indirect ELISA. 
 
 
 

เคลือบเพลท ดว้ยเซลลม์า้มไก่เพศผูแ้ละเซลลม์า้มไก่เพศเมีย อยา่งละ 106 เซลล ์ใน coating buffer  
หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ตลอดคืน 

 
 

เทสารละลายแอนติเจนทิ้งลา้งเพลท 3 คร้ังดว้ย PBS-T ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อหลุม  
เคาะเพลทกบักระดาษซบัใหแ้ห้ง 

 

เติมเจลาตินท่ีละลายใน coating buffer pH 9.6 ท่ีความเขม้ขน้ 3 เปอร์เซ็นต ์ ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อหลุม 
บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง 

 

เติมซีร่ัมไก่ท่ีความเขม้ขน้ 1:2,500 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในแต่ละหลุม บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง 
ในกลุ่ม Background ใส่เฉพาะสารละลายพีบีเอส (Phosphate buffered saline : PBS) 

 

เทสารละลายแอนติเจนท้ิงลา้งเพลท 3 คร้ังดว้ย PBS-T ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อหลุม  
เคาะเพลทกบักระดาษซบัใหแ้ห้ง 

 

เทสารละลายแอนติเจนท้ิงลา้งเพลท 3 คร้ังดว้ย PBS-T ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อหลุม 
 เคาะเพลทกบักระดาษซบัให้แห้ง 

 

เติม Rabbit anti-chicken IgG Antibody horseradish peroxidase conjugate 1:2,000 หลุมล่ะ 50 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง 

 

เติม substrate solution ในแต่ละหลุม หลุมล่ะ 50 ไมโครลิตร ปล่อยให้ท  าปฏิกิริยา 10 นาที 

เทสารละลายแอนติเจนท้ิงลา้งเพลท 3 คร้ังดว้ย PBS-T ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อหลุม เคาะเพลทกบักระดาษซบัให้แห้ง 
 

ท าการหยดุปฏิกิริยาดว้ย 4N H2SO4  ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม 
น าไปอ่านค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง ELISA reader  

ท่ีความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตร 
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3.7  การเกบ็ไข่และการจัดการฟักไข่ไก่ 
 
3.7.1 การเกบ็ไข่ 

เก็บไข่ช่วงเวลา 16:00 น. ทุกวนั โดยแยกไข่ตามกลุ่มทดลอง เขียนเบอร์แม่ไก่ท่ีให้ไข่, 
วนัท่ีเก็บไข่และกลุ่มทดลองของไข่ ลงไปบนผิวเปลือกไข่ทุกฟอง (ภาพท่ี  3.5) ชั่ง
น ้ าหนักไข่ไก่ทุกฟอง ก่อนท าการคดัไข่ท่ีบุบ ร้าว ผิวเปลือกบาง ขรุขระ และรูปร่าง
ผิดปกติออก จากนั้นรมควนัฆ่าเช้ือโรคดว้ยด่างทบัทิม 17 กรัม ใส่ลงบนถว้ยกระเบ้ือง
แลว้เติมดว้ยฟอร์มาลีน 40 % ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ลงไป (ส าหรับรมควนัตูข้นาด 100 
ลูกบาศก์ฟุต) ท้ิงไว ้20 นาที แล้วเก็บไข่ไวใ้นห้องปรับอากาศท่ีมีอุณหภูมิ 18 องศา
เซลเซียส ความช้ืนสัมพทัธ์ท่ี 75 - 80 % รวบรวมไข่เขา้ตูฟั้กทุกๆ 7 วนั  

 
3.7.2 การจัดการฟักไข่ไก่ 

น าไข่ออกจากห้องเยน็ผึ่งไวใ้นอุณหภูมิห้องไม่นอ้ยกวา่ 12 ชัว่โมง แยกตามกลุ่มทดลอง
ทุกคร้ังก่อนน าไข่เข้าตู้ฟัก ตั้ งอุณหภูมิและความช้ืนของเคร่ืองฟักไข่ท่ี 37.77 องศา
เซลเซียส และความช้ืนสัมพทัธ์ท่ี 60 % ส าหรับไข่วนัท่ี 0 - 18 วนั และอุณหภูมิท่ี 37.2 
องศาเซลเซียส และความ ช้ืนสัมพทัธ์ท่ี 61 – 65 % ส าหรับไข่วนัท่ี 18 - 21 วนั เติมน ้ าใน
ถาดน ้ าและตรวจเช็คอุณหภูมิของตูฟั้กทุกวนั ท าการกลบัไข่ทุกๆ 2 ชัว่โมง ส่องไข่เช้ือ
ตายและไม่มีเช้ือออกเม่ือฟักได ้7, 14 และ 18 วนัของการฟักไข่ ท าการบนัทึกเม่ืออายฟัุก
ได ้18 วนั ยา้ยไข่ไปยงัตูเ้กิด (Hatcher) ท่ีมีอุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส โดยใส่ไข่ไวใ้น
ถาดแยกตามกลุ่มการทดลองไม่มีการกลบัไข่จนกระทัง่เกิด ท าการยา้ยลูกไก่ออกจากตู้
เกิดในวนัท่ี 21 ของการฟัก ส่วนไข่ท่ียงัไม่เกิดนั้นรอไปอีก 2 - 4 วนั จนกระทั้งเกิดเกือบ
ทั้งหมด บนัทึกขอ้มูลจ านวนลูกไก่ท่ีเกิดและตายโคม แลว้ท าความสะอาดตูฟั้กไข่และตู้
เกิดทุกคร้ังท่ีมีการน าไข่และลูกไก่ออก 

 
ตารางท่ี 3.3  แสดงอุณหภูมิและความช้ืนท่ีเหมาะสมต่อการฟักไข่ไก่ในแต่ละช่วงอายุ 
 

         อายกุารฟักไข่                   อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส)                    ความช้ืนสัมพทัธ์(เปอร์เซ็นต)์ 
 1 - 18 วนั            37.77           60 
18 - 21วนั           37.20           61 - 65 
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ตารางท่ี 3.4  แสดงช่วงการกระตุน้ภูมิคุม้กนัต่อ MSA ท่ีมีผลต่อการเขา้ฟักไข่ 
 

   คร้ังท่ีกระตุน้ภูมิคุม้กนัต่อ MSA             สัปดาห์ของการเขา้ฟักไข่ 

การกระตุน้ภูมิคุม้กนัต่อ MSA คร้ังท่ี 1 (สัปดาห์ท่ี 2)            สัปดาห์ท่ี 2  
การกระตุน้ภูมิคุม้กนัต่อ MSA คร้ังท่ี 2 (สัปดาห์ท่ี 4)                  สัปดาห์ท่ี 4 และ 6 
การกระตุน้ภูมิคุม้กนัต่อ MSA คร้ังท่ี 3 (สัปดาห์ท่ี 8)       สัปดาห์ท่ี 8, 10, 12, 14, 16 และ 18 

 
 

 
 

ภาพท่ี 3.5   แสดงการเก็บไข่โดยเขียนเบอร์แม่ไก่ท่ีใหไ้ข่และวนัท่ีเก็บไข่ของทั้งสองกลุ่ม. 
 

 
 

ภาพท่ี 3.6  แสดงการชัง่น ้าหนกัไข่ไก่พร้อมทั้งจดบนัทึกก่อนเขา้ตูฟั้ก. 
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3.7.3 การคัดเพศลูกไก่ 
เน่ืองจากใชไ้ก่พ่อพนัธ์ุโร๊ดไอส์แลนด์แดง (Rhode Island Red) ผสมกบัไก่แม่พนัธ์ุบาร์
พลีมัทร๊อค (Barred Plymouth Rock) และไก่แม่พัน ธ์ุไทยพลีมัท ร๊อค  (Thai Barred 
Plymouth Rock) หรือตน้พนัธ์ุ (GGP) สาย C ลูกไก่ท่ีไดจ้ะสามารถคดัแยกเพศไดท้นัที
โดยดูจากสีขนลูกไก่แรกเกิด (Color sexing /sex linked color) 

 
ไก่พ่อพนัธ์ุโร๊ดไอส์แลนด์แดง (Rhode Island Red) ผสมกบัไก่แม่พนัธ์ุบาร์พลีมทัร๊อค (Barred 

Plymouth Rock) ลูกไก่ท่ีได้ถ้าเป็นเพศผูด้้านบนศีรษะจะมีขนปุย หรือท่ีเรียกว่า จุกสีครีม – ขาว อยู่
เป็นวง แต่ถา้เป็นเพศเมียบนศีรษะจะเป็นขนปุยสีด าเหมือนกบัสีพื้นล าตวั ส่วนไก่พ่อพนัธ์ุโร๊ดไอส์
แลนด์แดง (Rhode Island Red) ท่ีผสมกับไก่แม่พนัธ์ุไทยพลีมทัร๊อค (Thai Barred Plymouth Rock) 
หรือตน้พนัธ์ุ (GGP) สาย C ลูกไก่แรกเกิดเพศผูมี้ขนล าตวัสีขาวและขนรอบคอสีเหลืองอ่อน เพศเมีย
ขนขาวและมีจุดหรือแถบสีด าท่ีหวัและล าตวั (Genetic marker) 
 

    

(A)                                                            (B)                         

ภาพท่ี 3.7  ลูกไก่กลุ่มควบคุม (A) และลูกไก่กลุ่มกระตุน้ (B). 
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(A)                                                     

(B)                                   
 

ภาพท่ี 3.8  ลูกไก่ท่ีไดจ้ากไก่พอ่พนัธ์ุโร๊ดไอส์แลนดแ์ดง (Rhode Island Red) ผสมกบัไก่แม่พนัธ์ุ     
                      บาร์พลีมทัร๊อค (Barred Plymouth Rock) เพศผู ้(A) เพศเมีย (B). 
 

           
(A)                                                     

(B)      
                              

ภาพท่ี 3.9  ลูกไก่ท่ีไดจ้ากไก่พอ่พนัธ์ุโร๊ดไอส์แลนดแ์ดง (Rhode Island Red) ผสมกบัไก่แม่พนัธ์ุ     
                      ไทยพลีมทัร๊อค (Thai Barred Plymouth Rock) หรือตน้พนัธ์ุ (GGP) สาย C เพศผู ้(A)   
                      เพศเมีย (B). 
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3.8  การวเิคราะห์ผลทางสถิติ 
 

วิเคราะห์ข้อมูลใน Microsoft Office Excel 2007, โปรแกรมคอมพิวเตอร์ ส าหรับการ
วิเคราะห์การทดสอบที (T-Test) กรณีกลุ่มตวัอย่างเป็นอิสระจากกัน และการวิเคราะห์ข้อมูลการ
ทดสอบไคสแควร์ (Chi-Square Test) นอกจากขอ้มูลดงักล่าวน้ียงัใชก้ารทดสอบของแมนและวิทนีย ์
(Mann–Whitney U Test: MWU-Test) ส าหรับขอ้มูลแอนติบอดีซีร่ัมของแม่ไก่จ านวน 10 ตวั ท่ีมีการ
กระจายแบบไม่ปกติและเป็นประเภทนอนพาราเมตริก  
 


